ESTUDO DO COMPORTAMENTO DINÂMICO DA PROTEÍNA DE LIGAÇÃO DE ODOR DO ANOPHELES GAMBIAE (AGOBP1). by Bonfim, Mayra Ramos do
ESTUDO DO COMPORTAMENTO DINÂMICO DA PROTEÍNA DE LIGAÇÃO DE 
ODOR DO ANOPHELES GAMBIAE (AGOBP1). 
Mayra Ramos do Bonfim1; Franco Henrique Andrade Leite²; Janay Stefany Carneiro 
Araújo³ 
1. Bolsista PROBIC/UEFS, Graduanda em Farmácia, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail: 
mayramosbonfim@hotmail.com 
2. Orientador, Departamento de Saúde, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail: fhenrique@gmail.com 
3. Participante, Mestranda em Ciências Farmacêuticas, Universidade Estadual de Feira de Santana, e-mail: 
janay@hotmail.com.br 
 
PALAVRAS-CHAVE: Malária; moduladores olfativos; proteína de ligação do odor. 
 
INTRODUÇÃO 
A malária é uma protozoose transmitida ao homem através da picada do mosquito 
fêmea infectado pertencente ao gênero Anopheles (Kelly et al., 2015) que causa mais de 
438.000 mortes mil mortes anuais no mundo. Apesar desse dado, os fármacos disponíveis 
possuem efeitos adversos graves (ex.: turvação da visão, hipotensão e cefaleia) e eficácia 
espécie-dependente. Uma alternativa para superar os problemas relacionados à terapia 
envolve a utilização de moléculas com afinidade aos receptores de odor do mosquito A. 
gambiae, visto que, esses agentes não interferem com o agente etiológico, minimizando o 
fenômeno de reinfecção bem como reduzindo os problemas relacionados à terapia 
farmacológica, interrompendo o ciclo epidemiológico e, por conseguinte, possibilitando o 
controle da doença. Na via olfativa, as proteínas de ligação de odor merecem destaque, pois 
são os primeiros componentes da via sensorial, responsáveis por reconhecer os moduladores, 
que desencadeiam uma resposta comportamental do mosquito. Entretanto, já foi demonstrado 
que AgOBP1 sofre uma alteração conformacional dependente de pH, na qual a captação do 
modulador ocorre em pH mais básico e ao atingir a proximidades dos dentritos, com pH mais 
ácido desencadeia a liberação para ativação dos receptores olfativos (Wogulis et al., 2005).  
Apesar da relevância, os aspectos moleculares desse alvo são pouco descritos (PUBMED: 
ODORANT BINDING PROTEIN, ODOR AND ANOPHELES GAMBIAE AND DYNAMIC 
MOLECULAR). Por esse motivo, o estudo do comportamento dinâmico dessa proteína a 
nível atomístico por trazer informações úteis para a identificação/planejamento de novos 
moduladores olfativos (atratores químicos ou repelentes). Para tal, estudos de dinâmica 
molecular (t=50ns) para o sistema APO em pH 4,0 e pH 8,0, juntamente com o sistema 
controle APO-DEET foram realizados com o auxílio do programa Gromacs 5.1.2. 
METODOLOGIA 
A estrutura 3D de OBP1 de A. gambiae foi obtida do banco de estruturas 
macromoleculares (http://www.rcsb.org/pdb/) (PDB: 3N7H) e preparada com auxílio do 
módulo Biopolymer disponível na plataforma SYBYL®-X 2.0 (Tripos, 2012). As moléculas 
de água foram removidas e átomos de hidrogênio foram adicionados às estruturas de forma a 
otimizar suas ligações de hidrogênio. 
A seguir, o estado de protonação dos resíduos ácidos e básicos foram definidos de 
acordo com o pH da linfa sensilar (8,0) e da região próxima aos receptores olfativos (4,0), 
com o auxílio do programa H++ 1.0 (http://biophysics.cs.vt.edu/index.php). Os parâmetros de 
carga atômica, comprimento de ligaçaõ, ângulos torsionais e diedros do DEET foram obtidos 
usando o campo de força GROMOS96 53a6, com o auxílio do servidor ATB 1.0 (Malde et 
al., 2011). Ciclos de minimização energética (1000 ciclos – SD/CG; critério de convergência 
= 1 Kcal/mol/Å), dinâmica de restrição (t=1ns) e dinâmica de produção (t=50ns) (programa 
GROMACS 5.1.2, campo de força GROMOS 53a6, T= 303 K e p=1atm; ensemble 
isotérmico-isobárico - NPT) para aquisição de dados foram executados para a forma APO e 
para o complexo DEET-AgOBP1 (t=15ns). Valores de RMSD e RMSF foram calculados com 
o auxílio dos módulos g_rms e g_rmsf ambos implementados no programa Gromacs 5.1.2. O 
padrão de ligação de H (distância entre doador e aceptor ≤ 3,5 Å e ângulo (α) entre 
doador/aceptor/átomo H ≤ 60º) foi calculado com o auxílio do programa HbMap2Grace 
desenvolvido por Gomes e colaboradores. Por fim, a estrutura representativa no agrupamento 
mais populado para as formas APO e APO-DEET foi calculada com auxílio do modulo 
g_cluster (GROMOS; cut-off = 0,20nm e cut=off = 0,15nm, respectivamente) disponível no 
pacote GROMACS 5.1.2 (Daura; Van Gunsteren; Mark, 1999). As interações 
intermoleculares para o complexo foram geradas com o auxílio do programa Pymol v 0.99. 
RESULTADOS E DISCUSSÕES 
O estudo do comportamento dinâmico de macromoléculas é essencial para auxiliar no 
entendimento dos aspectos moleculares envolvidos na atividade biológico. Os receptores de 
odor sofrem modificações moleculares dependentes das condições do microambiente (pH, 
íons, solutos) que auxiliam na função. Contudo, essas informações estruturais até então não 
foram atomisticamente caracterizadas, e, portanto quais os mecanismos moleculares 
responsáveis pela ativação e/ou adaptação conformacional. Por esse motivo, a aplicação da 
dinâmica molecular para a forma APO em diferentes pH pode fornecer dados valiosos acerca 
das alterações pH dependente que possibilitam o acesso e liberação das moléculas de odor em 
dois diferentes microambientes. 
Os dados de RMSD para as formas APO-pH4 (Fig. 1A; RMSD = 3,6 Å ± 0,45 Å) e 
APO-pH8 (Fig. 1A; RMSD=2,76 Å ± 0,46 Å) revela que a simulação adquiriu estabilidade 
após transcorridos 5 ns e 20 ns, respectivamente, não ocorrendo grandes variações 
conformacionais (RMSD < 1 Å), o que possibilita a seleção da fase (produtiva) para a 
aquisição dos dados. A forma APO-pH8 levou um período maior para estabilizar, entretanto, 
possui uma menor variação estrutural. 
Em relação aos valores de RMSF ao longo da fase produtiva da DM, os dados 
mostram que para a forma APO-pH4 (Fig. 1B; RMSF = 1,55 Å ± 0,67 Å) houve uma maior 
flutuação entre resíduos compreendidos entre 10 – 20 e 60 – 70, quando comparada com a 
forma APO-pH8 (Fig. 1B; RMSF = 1,48 Å ± 0,46 Å). Dentre os resíduos, estão presentes a 
Tyr10, que através do rompimento de ligações polares em meio ácido, promove a expulsão do 
ligante do sítio de ligação, assim como, resíduos presentes nas alfa-hélices 1, 3 e 4 da proteína 
(ex.: Leu15, Ala18, Ala62, Val64) são responsáveis pela abertura do local de ligação e o 
consequente contato com o solvente (Wogulis et al., 2006). Além disso, esses e os demais 
resíduos estão posicionados em regiões que proporcionam uma maior flexibilidade (alças e 
início de alfa-hélices).  
                               
Figura 1 – A) Representação gráfica do RMSD para as formas APO-pH4 e APO-pH8 durante simulação por DM de 50 ns. B) Representação 
gráfica de RMSF para as formas APO-pH4 e APO-pH8 (backbone) durante a fase produtiva da DM. 
A sobreposição das estruturas representativas dos agrupamentos mais populado das 
formas APO-pH4 e APO-pH8 (tempo = 31900 ps e tempo = 28500 ps, respectivamente), 
evidencia uma diferença na flutuação dos resíduos presentes nas alfa-hélices 1, 3 e 4, assim 
como, em alças (Fig. 2) entre as duas simulações. Tal variação conformacional pode estar 
relacionada com o mecanismo pH dependente da OBP1, no qual, em pH mais ácido ocorre a 
liberação do ligante para os receptores olfativos, corroborando com os dados de RMSF e com 
o descrito anteriormente por Wogulis et al., (2006). 
 
Figura 2 – Sobreposição das estruturas representativas para as formas APO-pH4 (verde e azul) e APO-pH8 (amarela e vermelha). As 
variações conformacionais das alfa-hélices entre as duas simulações estão destacadas em azul e vermelho. 
Ambos os sistemas estão estáveis e partindo da premissa que um modelo ligante-
macromolécula útil para a priorização de moléculas potenciais deve mimetizar as condições 
biológicas, após a simulação por DM na forma APO, o complexo DEET-OBP1 foi simulado, 
inicialmente, em pH 8, por ser a faixa de pH onde ocorre a ligação entre esse modulador e a 
AgOBP1. 
Os dados de RMSD para o complexo formado entre DEET-OBP1 (Fig. 3A; RMSD = 
2,85 Å ± 0,50 Å), evidenciam que a mesma alcançou estabilidade em tempo menor, 
equivalente a 5 ns, quando comparada a simulação para a forma APO-pH8 (Fig. 3A RMSD = 
2,18 Å ± 0,38 Å), para o mesmo tempo de simulação (15 ns). Deste modo, quando 
analisamos os valores referentes ao RMSD, houve uma maior variação estrutural no 
complexo, porém, os resultados estão de acordo com os estudos demonstrados por França et 
al., (2013), evidenciando que os desvios durante a simulação não ultrapassavam 3 Å para a 
proteína, com tempo de simulação próximo ao executado nesse trabalho.  
Os resíduos presentes ao longo do sítio de ligação na AgOBP1 foram destacados por 
Tsitsanou et al., (2012), como a Ala18, Leu19, Leu22, Ala62, Lys63, Leu73, Leu76, His77, 
Ser79, Leu80 Met84, Ala88, Met89, Met91, Gly92, Leu96, His111, Trp114 e Phe123. 
Assim, os dados de RMSF para o complexo OBP-DEET (Fig. 3B; RMSF = 1,11 Å ± 0,37 Å) 
mostram que houve uma menor flutuação dos resíduos presentes na região do sítio ativo em 
relação à forma APO-pH 8 (Fig. 3B; RMSF = 1,48 Å ± 0,46 Å) , demonstrando que o DEET 
é capaz de se ligar a esses resíduos, promovendo uma maior estabilidade na estrutura. 
                                
Figura 3 – A) Representação gráfica de RMSD do complexo OBP1-DEET e a forma APO-pH 8 durante a simulação de 15 ns da DM (o 
tempo de 15 a 50 ns para a forma APO foi omitido para facilitar a comparação entre as simulações). B) Representação gráfica de RMSF do 
complexo OBP1-DEET e forma APO-pH 8durante a simulação da DM. 
Esses parâmetros revelam a estabilidade da proteína durante a DM, entretanto, não 
permitem identificar as interações intermoleculares e a frequência com que ocorrem, 
responsáveis pela ligação do DEET no sítio de ligação da AgOBP1. Até o tempo de 15 ns, o 
oxigênio carbonílico da amida terciária do DEET interage através de uma ligação de 
hidrogênio com o nitrogênio presente no esqueleto peptídico da Gly92 com um tempo de 
permanência de 4,98%, ou seja, menor que 10%, evidenciando que a estabilização do ligante 
no sítio de ligação não ocorre por ligação de hidrogênio. 
Pensando em desenvolver novos moduladores olfativos, torna-se importante visualizar 
o perfil dessas interações, e para atingir esse objetivo, foi necessário, durante a fase produtiva 
da DM do complexo OBP1-DEET, selecionar uma estrutura representativa através de 
agrupamentos das conformações semelhantes com base nos valores de RMSD. Após a 
seleção, a foi possível estabelecer a estrutura representativa do agrupamento mais populado 
(tempo = 14150 ps) e representar as interações intermoleculares de DEET no sítio de ligação 
da AgOBP1 a partir do programa Pymol v 0.99. 
Os mapas de interação demonstram que o DEET é estabilizado (Fig. 4; RMSD = 0,44 
Å ± 0,17) por interações hidrofóbicas com os resíduos Leu73, Leu76, His77, Leu80, Met84, 
Met91, Gly92, Leu96, Trp 114 e uma interação de empilhamento π com o resíduo Trp114 
(distância de 4,77 Å). Assim, sugere-se que o DEET não saiu da caixa durante a simulação, 
acomodando-se no sítio de ligação, demonstrando que o modelo está adequado para 
avaliações de potencias moduladores previamente priorizados nas etapas de triagem virtual. 
 
Figura 4 – Mapa de interação do complexo OBP1-DEET obtido através da estrutura representativa durante a fase produtiva da DM em pH 8. 
CONCLUSÃO 
Os resultados encontrados para a DM das formas APO evidenciou uma possível 
variação conformacional entre as simulações em diferentes faixas de pH, o que explica os 
mecanismos de captação e liberação de ligantes nos receptores olfativos. A caracterização e 
avaliação das simulações APO-pH 4 e APO-pH 8 revelaram que ambos os sistemas 
permaneceram estáveis ao longo da trajetória, apesar de ser evidenciado uma menor variação 
estrutural e flutuação de resíduos na forma APO-pH 8. A simulação do complexo OBP1-
DEET está em conformidade com os dados apresentados na literatura (Tsitsanou et al., 2012; 
França et al., 2013; Wogulis et al., 2006), permitindo a seleção de um modelo ligante-
macromolécula adequado, fundamental para as etapas de caracterização de novos 
moduladores olfativos. 
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